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F. E. LEHMANN UND V. MANCUSO 


N° 19. F. E. Lehmann und V. Mancuso, Bern. — Der 
fibrilläre Feinbau des Mitoseapparates von Tubifex 
nach Behandlung mit verschiedenen Fixiermitteln 1 . 
(Mit 5 Textabbildungen.) 

(Aus dem Zoologischen Institut, dem Theodor Kocher-Institut und 
der Abt. für Elektronenmikroskopie des Chemischen Instituts der Univer¬ 
sität Bern.) 

1. Der umstrittene Feinbau des Mitoseapparates 

Neue Forschungsmethoden haben die Diskussion um den Fein¬ 
bau und die Funktion des Mitoseapparates wiederum belebt. Mazia 
und Dan (1952) ist es beim Seeigelei gelungen, den gesamten 
Mitoseapparat mit seinen deutlichen „achromatischen“ und „chro¬ 
matischen“ Strukturen als strukturelle Einheit zu isolieren und 
damit eine Analyse der Proteinkomponenten des achromatischen 
Apparates zu erschüessen. An lebenden Zellen sind (J. W. Schmidt 
1937, Cleveland 1953 und Inoue 1953) die fibrillären Strukturen 
dieses Apparates ebenfalls mit Sicherheit nachgewiesen worden. In 
offenbarem Widerspruch zu diesen Befunden stehen die Photo¬ 
graphien verschiedener Elektronenmikroskopiker, die auf ihren 
Feinschnitten durch Zwiebelmitosen (Rosza und Wykoff 1950) 
keine fibrillären Elemente im Mitoseapparat finden oder nur 
kümmerliche, fast strukturlose Fäserchen bei Säugerzellen ent¬ 
decken konnten (de Harven und Bernhard 1956). Aber schon die 
Durchsicht der vorhandenen Literatur lässt vermuten, dass die 
faserlosen Mitosefiguren mit besonders ungeeigneten Fixiermitteln 
erzielt wurden, nämlich mit neutralen formalin- oder osmium- 
haltigen Gemischen. Wykoff selbst bildet (1954) eine Spindel mit 
gut erhaltenen Fasern ab, die mit Bouin fixiert wurde, und Beams 
et. al. publizierten (1950) sehr fibrillenreiche Mitosefiguren von Fisch- 
und Crustaceenerribryonen, die ebenfalls mit Bouin-Fixierung 
erzielt worden waren. 

1 Mit teilweiser Unterstützung der Kommission für Förderung der wis¬ 
senschaftlichen Forschung aus Arbeitsbesehaffungsmitteln d. Bundes. 
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Neuerdings haben wir (Bairati und Lehmann 1954, 1956) den 
Nachweis für das Amoebencytoplasma führen können, dass die 
Fibrillärstrukturen des Cytoplasmas durch gepuffertes Osmium- 
fixativ weitgehend vernichtet, durch saure pikrinsäurehaltige oder 
chromhaltige Fixiermittel dagegen gut konserviert werden können. 
Diese Feststellung hat uns veranlasst, nachzuprüfen, ob auch die 
Fibrillärstruktur des Mitoseapparates durch verschiedene Fixier¬ 
mittel in sehr verschiedener Güte erhalten werden kann. Für eine 
solche Studie hat sich das Ei von Tubifex als sehr geeignet erwiesen, 
da hier in Furchungszellen grosse Mitoseapparate mit grossen 
Astern und Spindeln auftreten (Huber 1945). 

2. Vergleichende Anwendung verschiedener Fixiermittel 

AM Ml TOSE APPARAT VON TuBIFEX-ElERN 

Einlässliche Studien, die wir (Bairati und Lehmann, 1956) an 
verschiedenen Organoiden der Amoebe mit verschiedenen Fixier¬ 
mitteln ausführten, ergaben bei den einzelnen Organoiden recht 
verschiedene Reaktionen. Strukturen, die vermutlich reich an 
ungesättigten Fettsäuren sind wie die Mitochondrien oder die 
Kernmembran lassen sich mit gepuffertem 0s0 4 recht gut erhalten. 
Dagegen werden die Fibrillen und die Mikrosomen des endoplasma¬ 
tischen Reticulums und des Plasmalemmas durch Os0 4 -Behandlung 
weitgehend aufgelöst, während dieselben Gebilde durch Bouin’s Ge¬ 
misch oder durch saure chromathaltige Gemische gut erhalten werden. 

Diese Erfahrungen haben uns veranlasst, auch den Mitose¬ 
apparat von Tubifex-Blastomeren vergleichend zu untersuchen. 
Dafür haben wir gewählt gepuffertes Osmiumtetroxyd sowie ein 
chromathaltiges Fixiermittel, das auch gepuffertes 0s0 4 enthält, 
von Dalton eingeführt und von Weber (1956) auf Tubifex ange¬ 
wendet wurde, das Fixativ „W“. Als chromathaltiges, leicht saures 
Gemisch wurde das von uns entwickelte Fixativ „E“ (Lehmann 
und Mancuso 1957) geprüft. Die Schnitte wurden mit einem Porter- 
Blum Mikrotom hergestellt. Sie wurden teils nach Ablösung des 
Methacrylates durch Behandlung mit dem Monomeren, teils im 
Polymeren untersucht. Das erstgenannte Verfahren lieferte ausge¬ 
zeichnete Übersichtsbilder, das zweitgenannte sehr gute Details. 
Für die Übersichten stand uns ein Trüb-Täuber, für die Einzel¬ 
heiten ein Siemens-Elektronenmikroskop zur Verfügung. 



Amt. 1. Fbersichtsbilder von Mitoseapparaten von Tubifexblastomeren, zu¬ 
sammengesetzt aus mehreren Finzelaufnahmen. Vergrösserung ca. 2.000 fach. 


</) Metaphasespindel der Blastomere 2d. Mit Fixativ „F“ fixiert. Die Spindel 
(Sp) besteht aus zahlreichen Fibrillen, die zum grossen Teil schräg getroffen 
sind. Der zentrale reliruläre (Ket.) Bereich des Asters ist sehr hell. Iin 
Bereiche der radiär aussl raldenden Asterfasern ist die radiäre Anordnung 
der kleineren Partikel deutlich. Innerhalb des Mitoseapparates befinden 
sich keinerlei grössere Partikel (z. B. Dotter). 

//) Mefaphasespindel der Blastoincre MI Mit Fixativ „W“ behandelt. Auch 
hier ist der zentrale Asler (Bet) und Spindelbereicdi (Sp) frei von gröberen 
Parlikeln. I rn den Mitoseapparat herum befinden sich zahlreiche Mitochon- 
drien (Mil), im Asterbereieh zum T\n* 1 in deutlich radiärer Ordnung, ln der 
Spindel sind einige verwaschene Chromosomen sichtbar, ferner winzige 
Spuren von I ihrilicn, die sich kaum von einer kompakten Gallerte abheben. 









Abb. 2. 

Die Feinstruktur der Spindel bei stärkerer Vergrösserung (5.000 x). 

a) Mitoseapparat einer Mikromere (Fixierung „E“). Links der Aster (A) 
an den sich rechts die Spindel (Sp) anschliesst. Die dunkeln Körper in der 
Mitte der Spindel sind vermutlich Chromosomen. Die klaren Spindelfasern 
zeigen hier eine sehr regelmässige Dicke und eine gute Parallelordnung. 

b) Spindelmitte der Zelle 4 d, fixiert mit Fixativ „W“. In der Spindelmitte 
verquollene Chromosomen (Chr). Auch hier heben sich nur Spuren von 
Fasern von einer homogenen löcherigen Gallerte ab. Am Rande der Spindel 
zahlreiche Mitochondrien. 


j 
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3. Erhaltung und Auflösung des fibrillären Feinbaues 
im Mitoseapparat nach verschiedener Fixierung 

Für unsere Studien haben wir vor allem Mitosen der Somato- 
blasten 2d und 4d sowie auch von Mikromeren benutzt. Nach 
Behandlung mit dem Fixativ E zeigten die fixierten Mitoseapparate 
(M. A) einen sehr regelmässigen, fibrillären Feinbau (Abb. la, 2a, 3), 
der weit entfernt ist von einem netzigen unregelmässigen Nieder¬ 
schlag. Die Grundelemente des M. A. sind Fibrillen von einem 
Durchmesser von ca 30 mp., in denen zahlreiche Chromidien oder 
Mikrosomen eingelagert sind. Die Struktur der Fibrillen erinnert in 
ihrem Feinbau stark an diejenige der Fibrillen aus dem endo¬ 
plasmatischen Reticulum der Amoebe. Der Aster zeigt in der 
Metaphase deutlich zwei Strukturbereiche. Die Zone der eigentlichen 
Centrosphäre oder des Mitosezentrums ist frei von Mitochondrien, 
Lipoidtropfen und Dotterkörnern. Sie enthält ein sehr dichtes 
dreidimensionales Reticulum. Von der Peripherie der Centrosphäre 
strahlen sehr lange, gerade gestreckte Fasern radial aus. 

Der Spindel selbst besteht aus zahlreichen parallelen langge¬ 
streckten Fibrillen (Abb. 2a). Diese sind zum Teil röhrenförmige 
Gebilde, in deren Lumen zahlreiche Bläschen und Granula liegen. 
Ihr Durchmesser beträgt ca. 100 mp,. Stark elektronenabsorbierende 
Gebilde, z. T. mit der Spindel durch sehr dicke Fasern verbunden, 
betrachten wir als die im Lichtmikroskop sehr klein erscheinenden 
Chromosomen mit den Spindelfasern. 

Bei der Fixierung mit Fixativ „E u erscheint der Mitoseapparat 
als ein fibrilläres System mit relativ weiten Zwischenräumen. Wir 
haben zu vermuten, dass die fixierten Fibrillen in ihrem Quer- 
durchmesser etwas geschrumpft sind. Zugleich ist aber daran zu 
denken, dass auch die Gelkörper lebender Zellen zur Aufrecht¬ 
erhaltung ihres Stoffwechsels einer zirkulierenden Cytoplasma- 
flüssigkeit bedürfen, die sich als Enchylema in den Zwischenräumen 
des gelierten Mitoseapparates bewegen kann. Für die relativ gute 
Aequivalenz mit den lebenden Mitoseapparaten spricht ferner der 
l instand, dass die einzelnen Spindelfasern einen recht regel¬ 
mässigen Feinstbau zeigen, der erst bei starken Vergrösserungen 
voll erfasst werden kann. Fine nachträgliche Erzeugung einer so 
regelmässigem Struktur durch Fixierungsniederschläge erscheint 
als sehr unwahrscheinlich. 
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Im Gegensatz zu der günstigen Wirkung des Fixativ „E“ erhält 
das gepufferte Fixiergemisch „W“ am Mitoseapparat lediglich die 
gröbsten Züge (Abb. lb, 2b). Die Lage der Gentrosphäre ist nur 
noch am Fehlen der Mitochondrien sicher zu erkennen, ebenso 
grenzt sich die Spindel mit ihren verquollenen Chromosomen einiger- 
massen deutlich als mitochondrienfreie Masse ab vom benachbarten 
mitochondrienreichen Cytoplasma. Vollständig verschwunden sind 



Abb. 3. 

Spindelfasern nach Fixierung mit „E“ in stärkerer Vergrösserung. 

a) Oberes Bild in 15.000 facher Vergrösserung. Links im Bilde vermutlich 
ein Schnitt durch ein Chromosomen (Chr) mit einem stark absorbierenden 
Zentrum und einem schwächer absorbierenden Hof. Es finden sich zahl¬ 
reiche etwas schräg geschnittene Fibrillen, die sich aus einem durchlaufen¬ 
den fibrillären Element und zahlreichen kleinen Granula und kleinen 
vesikulären Elementen aufbauen. 

b) Unteres Bild ca. 30.000-fach vergrössert. Etwas links oberhalb von der 
Bildmitte ein chromosomenartiges Gebilde, von dem ein breiteres Faser¬ 
element (Spindelfaser, Spf) nach rechts zieht. Es enthält zwei lateral gele¬ 
gene fibrilläre Züge und im Lumen dazwischen vesiculäre Elemente. 


Rev. Suisse de Zool., T. 65, 1958. 
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die charakteristischen Fibrillärstrukturen des Asters (Abb. 4b), 
erkennbar nur noch an der radiären Anordnung der Mitochondrien. 
Kaum fassbare Überreste linearer Gebilde finden sich in der Spindel 
an Stelle der hoch differenzierten Spindelfasern. Statt des fein ge¬ 
gliederten fibrillären Gefüges des Mitoseapparates findet sich eine 
schwammige Masse, mit einer nicht sehr regelmässigen und scharfen 





Abb. 4. 

Der Feinhau des Asters nach verschiedener Fixierung. Das Bild links enthält 
einen Ausschnitt der Asterzone der Zelle 4 d, fixiert mit „E“. Man beachte 
das zentrale rnitochondrienfreie Reticulurn und die davon radiär ausstrah¬ 
lenden Kiemenle (Fasern und Mitochondrien) besonders in der unteren 
Bild hälfte. (Vergrösserung 4.000.) 

Das rechte Bild enthält einen analogen Ausschnitt aus der Asterzone 
der Zelle 4</, diesmal nach Fixierung mit „W“. Die fibrilläre Ordnung ist 
ersetzt durch eine ungeordnete feinlöcherige Gallerte. Die Mitochondrien 
sind erhalten. 
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Struktur. Chromidien und Mikrosomen sind nicht mehr deutlich 
nachzuweisen. Diese kümmerlichen Überreste des Mitoseapparates 
können niemals als Grundlage für ein geordnetes doppelbrechendes 
Fibrillensystem in Frage kommen, sie müssen vielmehr ein Denatu¬ 
rierungsprodukt ungenügender Fixierung sein. Bei der Behandlung 
mit Fixativ „W“ muss eine teilweise Lyse der Fibrillen des Mitose¬ 
apparates erfolgt sein. Die halbflüssigen Bestandteile haben sich 
vermutlich teilweise mit dem Enchylema vermischt und sind dann 
durch den Alkohol in Form einer unregelmässigen Gallerte nieder¬ 
geschlagen worden. Immerhin lassen sich noch letzte Reste des 
ursprünglichen hochorganisierten Gefüges erkennen. 

Unser neutrales gepuffertes Gemisch „W“ hat also zu einer 
starken Lyse der Bestandteile der Astern und der Spindel geführt 
und beide Systeme weitgehend ihrer klaren Fibrillen beraubt, die 
im isolierten nicht fixierten Mitoseapparat von Seeigeln so deutlich 
mit dem Phasenkontrastmikroskop zu sehen sind (Mazia 1955). 
Nicht nur am Mitoseapparat von Tubifex kann ein neutrales Os- 
haltiges Fixativ eine teilweise Lyse der Fibrillen erzeugen. Die 
Literatur zeigt dasselbe Bild für Zwiebelzellen (Rosza und Wykoff 
1950) für Säugerzellen (Porter 1954, de Harven und Bernhard 
1956), etc. So erweisen sich gepufferte Os-haltige Gemische immer 
deutlicher als unzulängliche Fixiermittel für fibrilläre Strukturen 
des Cytoplasmas. 

Mit diesen neuen Befunden erhält unsere biochemisch orientierte 
Konzeption von der Anwendung von verschiedenartigen Fixier¬ 
mitteln in der Elektronenmikroskopie eine weitere Stütze. Gepuf¬ 
ferte osmiumhaltige Gemische versprechen bei kurzer Einwirkungs¬ 
dauer und tiefer Temperatur dann eine gute Erhaltung von Zell¬ 
strukturen, wenn diese in ihren Membranen reichlich ungesättigte 
Fettsäuren enthalten, die durch die polymerisierende Wirkung 
des 0s0 4 unlöslich gemacht werden (Wigglesworth 1957), 
wie beim Feinbau der Mitochondrien oder gewisser Kernmem¬ 
branen. Cytoplasmapartikel oder -fibrillen, die reich an Nuklein¬ 
säuren und Proteinen sind, gehen unter diesen Umständen ver¬ 
loren, werden aber durch rasch eindringende Gemische, die 
Proteine und Nukleinsäuren sofort unlöslich machen, gut erhalten. 
Besonders viel versprechend für die Zukunft sind Gemische, die 
Lipoide, Proteine und Nukleinsäuren gleichzeitig oder sukzessiv 
fixieren. 
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4. Zum Auf- und Abbau fibrillärer Strukturen 
im Cytoplasma 

Unsere Befunde am Hyaloplasma der Amoebe und des Keimes 
von Tubifex stützen die zuerst von Lewis entwickelte Vorstellung, 
dass das Hyaloplasma tierischer Zellen eine gelierte reticuläre und 
eine solierte Komponente, das Enchylema, enthält. Das gelartige 
Reticulum ist ein grobmaschiges Gebilde, zwischen dem das Enchy¬ 
lema und möglicherweise auch die Mitochondrien gut zirkulieren 
können. Dafür sprechen die Resultate der Zentrifugierung. Der 
reticuläre Anteil besteht aus relativ dünnen Fibrillen, aufgebaut 
aus einem faserigen und einem globulären mikrosomalen Anteil. 
Die beiden Anteile des Hyaloplasmas, der gelierte und der solierte, 
können nach unserer Annahme relativ leicht zum Sol desaggre- 
gieren oder zum Reticulum aggregieren. Bei diesen Prozessen 
dürften enzymatische Wirkungen, die vermutlich in den Mikro- 
somen lokalisiert sind, eine wesentliche Rolle spielen. Im Enchylema 
befinden sich wahrscheinlich reichlich desaggregierte Proteinpartikel 
und einzelne globuläre mikrosomale Partikel. Diese beiden Kompo¬ 
nenten sind sicher bei der Sol-Gel-Umwandlung der kriechenden 
Amoebe beteiligt, wo Gele mit ungerichteter Ordnung der Fibrillen 
vorliegen. 

Ein analoges Geschehen ist für die Mitose zu vermuten. Nach 
den Befunden Bajers (1957) an Pflanzenkernen und den Beob¬ 
achtungen und Berechnungen Mazias (1956) am Seeigelkeim 
erfolgt vor Einsetzen der Mitose eine Anhäufung von Enchylema 
in und um den Zellkern. Hier entsteht nun eine gerichtete An¬ 
ordnung der Fibrillen. Zuerst geliert nach unseren Feststellungen 
die Centrosphäre und bewirkt die Bildung radiär ausstrahlender 
Fibrillen, die sich besonders reichlich zwischen Prophasenkern und 
Centrosphäre bilden. Die Membran des noch intakten Zellkerns 
wird bereits von einzelnen gerichteten Fibrillen durchsetzt. Nun 
entstehen, nach der Vermutung Mazias, unter der Mitwirkung der 
Centromeren (der Chromosomen) und der Centrosphären parallel 
gerichtete Spindellibrillen, die in ihrem chemischen Feinbau weit¬ 
gehend den ungerichteten Cytoplasmafibrillen gleichen. Das verlangt 
nach Mazia eine gerichtete Wirkung der beiden Centrosphären. 
Aulfallend ist bei Tubifex die fast völlige Abwesenheit von Mito¬ 
chondrien, die innerhalb des Mitoseapparates liegen. Das dürfte 
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wohl eine besondere biochemische Bedeutung haben. Der Abbau 
des Mitoseapparates in der Telophase erfolgt langsam, wobei die 
Fibrillär Strukturen mehr und mehr von Mitochondrien durchsetzt 
werden (Abb. 5). Ob hier die von Barer und Joseph postulierte 
proteolytische Aktivität der Mitochondrien eine Rolle spielt, ver¬ 
mögen wir noch nicht zu sagen. 



Abb. 5. 

Beginnender Abbau der verbliebenen Metaphase-fibrillen nach Durchschneiden 
der Zellrinde zwischen den Zellen 4 d und 4D. Rechtes Bild nach „W“- 
Fixierung. In einer löcherigen Gallerte finden sich noch zarte Überreste 
von Fibrillen, aber ohne Granula. 1 Mitochondrion (Mit). 

Das linke Bild zeigt eine andere Stelle nach „E“-Fixierung. Typische 
Spindelfasern, die mit Granula dicht besetzt sind. In den Zwischenräumen 
eingedrungene Mitochondrien (Mit). Beide Bilder wiedergegeben in einer 
Vergrösserung 1: 10.000. 


Wir sind uns bewusst, dass unsere ersten Befunde über die 
feinere Fibrillärstruktur des Mitoseapparates kein abschliessendes 
Bild geben. Immerhin lässt sich nun sagen, dass mit Hilfe unserer 
Fixierungsmethode der Auf- und der Abbau der Fibrillärstrukturen 
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eines tierischen Mitoseapparates erfasst werden kann. Damit dürfte 
eine erfolgreichere elektronenmikroskopische Analyse des struktu¬ 
rellen Geschehens bei der Mitose möglich sein und der Erforschung 
der Mitosephysiologie und -Biochemie, wie sie von Mazia ange¬ 
bahnt wurde, gute Dienste leisten. 
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